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(57) Abstract 



A vaccine composition containing one or more antigens comprising the high molecular weight capsular polysaccharide of type 
b Haemophilus influenza, or polyribosylribitol phosphate, coupled to the tetanus toxoid and an aluminium-based adjuvant, wherein the 
aluminium-based adjuvant has, in its natural state, or following anion addition, a zero point of charge of less than about 7.2. A method for 
making said vaccine composition is also described. 



(57) Abrege* 

V invention concerne une composition vaccinale comprenant au moins un antigene constitue* par le polysaccharide capsulaire de 
Haemophilus influenzae type b ou Polyribosylribitol Phosphate a haut poids moleculaire couple* a Tanatoxine tfitanique ainsi qu'un adjuvant 
a base d'aluminium, dans lequel l'adjuvant a base d'aluminium presente par nature ou apres addition d'anions un point de charge z£ro 
infeneur a environ 7,2. L' invention a 6galement pour objet un proc6d6 de fabrication d'une telle composition vaccinale. 
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COMPOSITION VACCINALE COMPRENANT DU POLYRIBOSYLRIBITOL 
PHOSPHATE ET SON PROCEDE DE FABRICATION 

L'invention concerne le domaine des compositions vaccinales et plus 
5 particulterement les compositions vaccinales comprenant au moins un antigene 
constitue par le polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae type b ou 
polyribosylribitol phosphate a haut poids moteculaire couple a l'anatoxine t6tanique. 

On connait dans Tart ant£rieur, et notamment par l'article "Quantitative and 

10 Qualitative Analyses of Serum Antibodies Elicited in Adults by Haemophilus 
influenzae Type b and Pneumococcus Type 6A Capsular Polysaccharide Tetanus 
Toxoid Conjugates" Rachel Schneerson et al, Infect. Immun. May 1986, un antigene 
que Ton peut utiliser k des fins vaccinales chez l'homme afin de le proteger des 
infections provoquees par Haemophilus influenzae type b. Cet antigene est constitu£ 

15 par un polysaccharide capsulaire de la bacterie, le polyribosylribitol phosphate (ou 
PRP) qui est rendu T-dependant grace i un couplage & une proteine porteuse, 
l'anatoxine tetanique. Des essais realises chez des enfants rhesus ont montre, ainsi que 
le rapporte cet article, que la reponse immunitaire etait 4 la fois plus importante et plus 
precoce, si l'antigfcne £tait associe & de I'hydroxyde d'aluminium. Cependant, ainsi que 

20 le mentionne un autre article intitule "Clinical and Immunologic responses to the 
capsular polysaccharide of Haemophilus influenzae type b alone or conjugated to 
tetanus toxoid in 18-23 month-old children", Bo A. Claesson and al, The Journal of 
Pediatrics, May 1988, on a pu remarque que cet antigene, adsorbe sur hydroxyde 
d'aluminium etait, apres stockage moins immunogene que l'antigene maintenu en 

25 solution saline, ce qui peut etre du a une degradation du polysaccharide. 

Afin de resoudre ce probleme de stabilite des PRP-T, il a ete proposd dans 
l'art anterieur de le lyophiliser. Cette solution, si elle permet bien a Tantigene de 
conserver son caract£re immunogene au cours du temps, presente cependant des 

30 inconv^nients, notamment au niveau de la fabrication ; la lyophilisation et les 
operations particulieres de conditionnement qu'elle requiert compliquent le procede de 
fabrication, ce qui en augmente le cout. En outre, au moment de 1'administration, il est 
necessaire d'effectuer une reprise du lyophilisat, ce qui signifie qu'il est necessaire de 
disposer en plus du lyophilisat d'un liquide de reprise de ce lyophilisat ; cette operation 

35 repr&ente une contrainte supplemental pour le praticien et comporte, comme toute 
manipulation, le risque d'etre mal effectuee. 
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En outre, un certain nombre de combinaisons vaccinales liquides poss&dent 
des antigfcnes adsorWs sur un adjuvant & base d'aluminium et il serait avantageux de 
pouvoir, sans perte d'immunogenicite, leur ajouter Tantig^ne constitue par le PRP-T. 
En effet, la solution propos^e par Tart anterieur et consistant en une seringue 
5 particulifcre k 2 compartiments (un premier compartiment contenant le PRP-T sous 
forme lyophilis^e et un second compartiment contenant les autres antig^nes en 
suspension aqueuse) dont le contenu est melange extemporan&nent au moment de 
Tadministration n'est pas satisfaisante tant au niveau des coflts de fabrication qu'au 
niveau des operations k effectuer par le praticien. 

10 

II est done souhaitable de pouvoir disposer de composition vaccinale liquide 
comprenant I'antig^ne constitue par le PRP-T ayant un tres bon caractere immunog^ne 
conserve au cours du temps, et dont les conditions de fabrication permettent la 
production au moindre cout. 

15 

Pour atteindre ces buts, 1'invention a pour objet une composition vaccinale 
comprenant au moins un antigene constitui par le polysaccharide capsulaire de 
Haemophilus influenzae type b ou Polyribosylribitol Phosphate a haut poids 
moleculaire couple a l'anatoxine t&anique ainsi qu'un adjuvant a base d'aluminium, 
20 caracterisee en ce que l'adjuvant a base d'aluminium presente un point de charge zero 
inferieur a environ 7,2. 

On a ainsi remarque que, de fa$on surprenante, dans ces conditions, le PRP-T 
conservait au cours du temps en milieu liquide, son tres bon caractere immunogene. 

25 

Selon une caracteristique particuliere de l'invention l'adjuvant a base 
d'aluminium comprend des hydroxydes d'aluminium auxquels ont ete ajoutes des 
anions. 

30 Ainsi, il est possible d'utiliser un adjuvant parfaitement qualifte pour une 

utilisation vaccinale tout en conservant au PRP-T en milieu liquide une tris bonne 
immunogenicite. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, les anions sont choisis parmi les 
35 phosphates ou les citrates. 

Ainsi, la composition obtenue presente toutes les garanties de securite 
necessaires k une administration vaccinale. 
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Selon un mode de realisation particulier de l'invention, la composition 
vaccinale comprend en outre une ou plusieurs des valences vaccinales choisies parmi : 
la diphterie, le t£tanos, la coqueluche, Th^patite B, la poliomy£lite. 

On peut ainsi disposer de combinaisons vaccinales liquides, stables, dans 
lesquelles chaque antig&ie conserve son immunoginicite, ce qui permet au praticien, 
sans manipulation supplemental de sa part, de vacciner simultanement contre 
plusieurs maladies ; ceci permet de reduire les couts k la fois en ce qui conceme les 
produits et en ce qui concerne le nombre de visites a effectuer. 

L'invention a £galement pour objet un procede de fabrication d'une 
composition vaccinale comprenant au moins un antigene constitue par le 
polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae type b ou Polyribosylribitol 
Phosphate k haut poids moleculaire couple a l'anatoxine tetanique, caracterisd en ce 
qu'il consiste a adjuver la composition vaccinale au moyen d'une suspension de 
complexes d'aluminium ayant un point de charge zero inferieur h environ 7,2. 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description 
detaillee qui va suivre. 

L'antigene constitue par le polysaccharide capsulaire de Haemophilus 
influenzae type b est un polymere lineaire consistant en ribose, ribitol et acide 
phosphorique dont la structure monomere est la suivante : 



Le nombre de monomeres de ce type est eleve (superieur a 100), ce qui 
conduit a un polysaccharide dont le poids moleculaire est de 1'ordre de 500 000 k 
1 000 000. 




O OH 
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Afin d'induire une r^ponse immunitaire des cellules T chez de jeunes enfants, 
cet antigene est conjugu£ k une proline porteuse constitute par l'anatoxine tetanique. 

Un tel antigene peut par exemple etre obtenu selon la mtthode decrite dans 
5 "Quantitative and Qualitative analysis of serum antibodies elicited in adults by 
Haemophilus influenzae type b and Pneumococcus type 6A capsular polysaccharide- 
tetanus toxoid conjugates" Schneerson et al, Infect. Immun. 52 : 519 (1986). 

Les caractdristiques propres & cet antigene : nombre eleve de monomfcres du 
10 polysaccharide, nature de la proteine porteuse, nature de la liaison entre le 
polysaccharide et la proteine porteuse, lui conferent des qualites particulieres et 
notamment une tr£s bonne immunogenicite. 

Afin de conserver ces qualites en milieu liquide au cours du temps, il a 
15 maintenant ete trouv6 qu'on pouvait utiliser des complexes d'aluminium dont le point 
de charge zero etait inferieur & environ 7,2. En effet, on a trouve que, de fa9on 
surprenante, lorsque le PRP-T est associd a de tels complexes d'aluminium, son tres 
bon caract^re immunogene est conserve au cours du temps en milieu liquide et ce, quel 
que soit son degre de fixation aux complexes d'aluminium. 

20 

Le point de charge zero des complexes d'aluminium est 1'equivalent du point 
isoelectrique des proteines : c'est le pH auquel la charge en surface des complexes 
d'aluminium est nulle. En fait, ce point de charge zero est approche par des mesures de 
potentiel zeta qui peuvent etre realisees selon differentes techniques, la mdthode de 
25 base 6tant l'electrophorese. 11 est possible d'effectuer les mesures au moyen d'un 
appareil tel que le DELSA 440 de Coulters Electronics, Hialeah, FI, USA. 

Les methodes et appareils de mesure pouvant etre differents, les resultats 
obtenus peuvent egalement varier. Les complexes d'aluminium convenant aux fins de 
30 Tinvention sont ceux pour lesquels ce point de charge zero est inferieur a environ 7,2, 
cette valeur de 7,2 ne pouvant etre qu'une valeur approximative. 

Les complexes d'aluminium convenant aux fins de Tinvention sont ceux qui, 
par nature, ont un point de charge zero inftrieur a 7,2 ou ceux qui peuvent etre 
35 modifies afin d'abaisser leur point de charge zdro. 

Parmi les complexes d'aluminium ayant par nature un point de charge zero 
inferieur a 7,2, on peut citer ceux communement appetes phosphates d'aluminium dans 



# • 
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le domaine des adjuvants vaccinaux, meme si d'un point de vue chimique, ils 
possfedent d'autres sels que les phosphates d'aluminium. II s'agit par exemple du 
phosphate d'aluminium ADJUFOS® foumi par la soci&e SUPERFOS BIOSECTOR 
a/s. 

5 

II peut s'agir Sgalement de complexes d'aluminium obtenus par reaction de 
carbonate de sodium en tampon PBS sur des sulfates de potassium et d'aluminium. 

Avec de tels complexes, bien que le PRP-T soit completement ou 
10 partiellement l\6 aux complexes d'aluminium, son immunogenicitS est conservee au 
cours du temps. 

Altemativement, il est possible selon 1'invention d'utiliser des complexes 
d'aluminium qui, par nature ont un point de charge zero superieur a 7,2 et qui sont 
1 5 modifies pour abaisser ce point de charge. 

II s'agit notamment des complexes d'aluminium connus dans le domaine des 
adjuvants vaccinaux comme etant des hydroxydes d'aluminium, meme si d'un point de 
vue chimique, ils ne sont pas constituSs exclusivement d'hydroxyde d'aluminium. II 
20 peut notamment s'agir de l'hydroxyde d'aluminium ALHYDROGEL ® fourni par la 
Societe SUPERFOS BIOSECTOR a/s, du produit utilise comme adjuvant dans le 
D.T. Coq ™ commercialise par la Societe PASTEUR MERIEUX S & V ou encore du 
produit utilise comme adjuvant dans le Recombivax ® commercialise par la Societe 
MERCK. 

25 

Selon 1'invention, la modification de ces complexes d'aluminium consiste en 
l'ajout d'anions. Les anions ajoutes peuvent etre de differences natures, a condition 
qu'ils presentent toutes les garanties de securite necessaires pour une utilisation a des 
fins vaccinales. On a remarque que l'ajout d'ions citrates ou d'ions phosphates 
30 convenait particulterement bien aux fins de 1'invention. Les ions phosphates peuvent 
notamment etre apportes par une solution contenant du phosphate monopotassique, du 
phosphate disodique et du chlorure de sodium. 

II est possible egalement d'utiliser une combinaison de differents anions, par 
35 exemple une combinaison d'ions phosphates et d'ions carbonates. 

II est possible que les anions soient ajoutes a la suspension de complexes 
d'aluminium prdalablement & l'ajout du PRP-T, ou que les anions soient ajoutds au 
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PRP-T prdalablement & sa mise en contact avec les complexes d'aluminium. Par 
commodity on pr^ffere mettre le PRP-T en suspension dans une solution contenant les . 
anions choisis avant de le porter au contact de i'adjuvant. 

5 La quantity d'anions ajoutes est calculee pour abaisser le point de charge zero 

des complexes d'aluminium utilises & une valeur inftrieure a environ 7,2. Cette 
quantity varie done en fonction de la nature des complexes d'aluminium utilisees ainsi 
que de la quantity d'anions eventuellement apportes par les substances tampon 
utilises. Sa determination est i la portee de Thomme de Tart. 

10 

Ainsi, on obtient une composition vaccinale stable a l'etat liquide, c'est-£-dire 
dans laquelle le PRP-T conserve son bon caractere immunog^ne. 

On a en outre remarque que, grace a 1'ajout d'anions, la fixation du PRP-T aux 
15 complexes d'aluminium etait reduite, ce qui doit contribuer au maintien de son 
integrite et done de son immunog6nicite. 

Bien que cela ne soit pas preferentiel au sens de l'invention, il est possible 
dgalement d'ajouter des anions aux complexes d'aluminium ayant par nature un point 
20 de charge zero deja inferieur a environ 7,2. Dans ce cas, on a remarque que le point de 
charge zero peut etre abaisse, et que la fixation du PRP-T aux complexes d'aluminium 
est egalement reduite. 

Par fixation, on entend toute forme de liaison rendant le PRP-T inaccessible 
25 au dosage lorsque, apres centrifugation, on recueille le surnageant. 

Les compositions vaccinales selon l'invention comprennent 1'antigene 
vaccinal constitue par le PRP-T mais peuvent comprendre egalement d'autres 
antig^nes vaccinaux et notamment ceux destines a proteger contre la diphterie, le 
30 tetanos, la coqueluche (cellulaire ou acellulaire), la poliomyelite, Thepatite A, l'hepatite 
B...etc. En fait, tout antigene vaccinal compatible avec le PRP-T et les complexes 
d'aluminium est susceptible d'entrer dans la composition vaccinale selon Tinvention. 
. On peut ainsi disposer de combinaisons vaccinales liquides permettant, en une seule 
administration, de vacciner contre plusieurs maladies. Les compositions vaccinales 
35 selon l'invention sont particulterement adaptees a l'administration a de jeunes enfants. 

De plus, on a remarque que l'utilisation d'une telle composition vaccinale 
liquide permettait lors de la vaccination de rappel effectuee chez des nourrissons de 
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12 mois ayant re9U des injections k 2, 4 et 6 mois, d'accroitre la production 
d'anticorps anti PRP-T de fa9on particulterement accrue par rapport k un rappel 
effectue dans les memes conditions avec le vaccin TETRAct-HIB™ commercialise 
par la Society PASTEUR MEREEUX Scrums et Vaccins. 

5 

Exemole 1 . 



On fabrique une composition vaccinale a partir des elements suivants 



10 • anatoxine tetanique purifiee (ATP) 

• anatoxine dipht&ique purifiee (ADP) 

• melange cellulaire Pertussis 

• PRP-T (exprime en poids de PRP) 

• merthiolate 

1 5 • hydroxyde d'aluminium (exprime en Al) 
tel que celui present dans le D.T. Coq ™ 

• phosphates 

• tampon tris 1 0 mmolaire comprenant du 
saccharose k 8,5 % 

20 • eau p.p.i. qsp 



1 unite vaccinante 

1 unite vaccinante 
15 OU (unites opacimetriques) 
12 Hg 
43,75 ixg 

0,3 mg 

30 jamoles 
0,125 ml 

0,5 ml 



Les ions phosphates sont apportes a partir d ! une solution contenant du phosphate 
monopotassique, du phosphate disodique et du chlorure de sodium. 



25 Exemple 2 



On a tests chez de jeunes enfants l'immunogenicite de la composition vaccinale 
obtenue selon 1'exemple 1, comparativement a Timmunogenicite d'un vaccin de Tart 
anterieur, constitue par le vaccin commercialise sous la marque TETRAct-HIB™ et 
30 qui possSde les memes valences vaccinates mais ou la valence PRP-T conservee 
lyophilisee est reconstituee juste avant l'injection par la composition vaccinale 
contenant les anatoxines diphteriques, tetaniques ainsi que le melange cellulaire 
Pertussis. 

35 Ce test a 6t6 realise sur un groupe de 262 nourrissons, dont 130 ont re9u la 
formulation selon 1'exemple 1 et 132 ont re<?u le vaccin commercial 
TETRAct-HIB ™. L'administration des vaccins a ete effectu^e a 2, 6 et 12 mois en 
intra-musculaire. 



WO 96/37222 



-8- 



PCT/FR96/00791 



Avant immunisation, le titre GMT en anticorps anti-PRP etait de 0,2 |ig/ml dans Ies 
2 groupes ; il ftait de 1,9 et 1,4 aprfcs la seconde injection et de 5,9 et 5,8 apres la 
3eme injection respectivement pour le vaccin selon l'invention et le vaccin de 1'art 
anterieur. 

5 

Apres la seconde injection, 98% (avec le vaccin selon l'invention) et 93 % (avec le 
vaccin selon Tart anterieur) des nouirissons avaient un taux d'anticorps anti-PRP 
sup£rieur a 0,15 |ig/ml ; ce taux etait atteint apres la 3eme injection chez 100 % des 
nourrissons ayant re9u le vaccin selon l'invention et chez 99 % des nourrissons ayant 
1 0 re9u le vaccin selon Tart anterieur. 

Apres la 3eme injection, les quantites d'anticorps diriges contre chacune des valences 
vaccinales etaient en moyenne les suivantes : 





Vaccin art anterieur 


Vaccin invention 


Diphterie 
Ul/ml 


1,35 


1,56 


Tetanos 


5,1 




Ul/ml 


4,9 


Titre 






Agglutin.Pertussis 


597 


601 


GMT 






PRP 


5,8 


5,9 


Hg/ml 







15 

Apres 1'injection de rappel effectuee a 12 mois, les quantites d'anticorps etaient cette 
fois : 





Vaccin art anterieur 


Vaccin invention 


Diphterie 
Ul/ml 


3,2 


4,5 


Tdtanos 
Ul/ml 


12,0 


11,5 


Titre 
Agglutin. Pertussis 
GMT 


2447 


2560 


PRP 

Hg/ml 


19,4 


32,6 



20 Ces resultats montrent que la combinaison vaccinale obtenue selon 

l'invention est stable ; en effet 1'injection de rappel effectuee sur des enfants de 12 
mois, a ete realisee avec un vaccin ayant ete fabrique 18 mois auparavant : or les 
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r&ultats montrent que l'immunogenicite de chacun des antigenes de la combinaison 
est conservee. En outre, on obtient, de fa9on surprenante, un effet rappel nettement 
sup&ieur avec la composition vaccinale selon 1'invention, par rapport k l'effet rappel 
obtenu avec un vaccin de Tart antfrieur poss6dant les memes valences vaccinales. 

5 

Exemple 3 

Des doses de composition vaccinale telle que decrite a Texemple 1 sont maintenues & 
+ 4°C pendant 18 k 24 mois puis sont utilisees dans un essai clinique incluant 104 
10 enfants. 

Les titres obtenus pour chacune des valences vaccinales sont recapitules dans le 
tableau ci-apr6s. 





Avant vaccination 


Apres vaccination 


Diphterie 
G.M.T. 


0,013 


0,736 


Tetanos 
G.M.T. 


0,181 


3,831 


PRP G.M.T. ng/ml 


0,22 


6,40 



15 

On peut ainsi voir que, meme apres un stockage de longue duree a +4°C, la 
composition vaccinale selon 1'invention conserve son caractere immunogene, tant en ce 
qui concerne le PRP-T que les autres antigenes vaccinaux. 

20 Exemple 4 

On prepare des compositions vaccinales comprenant chacune du PRP-T en une 
concentration de 20 \xg de PRP/ml, en presence de complexes d'aluminium de 
diff^rentes natures, et de differents points de charge zero (PCZ). La quantite de 
25 complexes d'aluminium est telle que la concentration en aluminium dans la 
composition est de 0,6 g/1. 

Composition 1 : Complexe d'aluminium constitue par de l'hydroxyde d'aluminium tel 
que celui utilise dans le vaccin D.T. Coq™ commercialise par PMsv. PCZ = 1 1,3 

30 

Composition 2 : Complexe d'aluminium constitue par de l'hydroxyde d'aluminium tel 
que celui utilise dans le vaccin Recombivax ® commercialise par Merck. PCZ = 7,4 
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Composition 3 : Complexe d'aluminium constitue par du phosphate d'aluminium 
obtenu par mdlange de chlorure de sodium et de phosphate trisodique. PCZ = 6,2 

Composition 4 : Complexe d'aluminium constitue par le produit appele Alum et 
5 obtenu par reaction de carbonate de sodium en tampon PBS sur des sulfates de 
potassium et d'aluminium. PCZ = 5,4 
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Les compositions vaccinales sont obtenues par simple melange des suspensions 
contenant les complexes d'aluminium et du PRP-T. 

Exemple 5 

On teste 1'immunogenicite chez des souris des differentes compositions obtenues. 

15 Afin de verifier la stabilite immunog&iique, on soumet les compositions obtenues & 
des conditions de vieillissement accelere, i.e. qu'on les conserve 2 semaines & 37°C. 

Le test d'immunognicitS est effectue sur des souris de 22-24 g £ qui on administre en 
sous-cutane des doses de 0,5 ml contenant chacune 2,5 |ig de PRP. Les administrations 
20 sont effectuees k JO et a J14. On preleve le sang des souris a J14 et a J21 et on 
determine le taux d'anticorps par dosage radio immunoiogique. Le nombre de souris 
inoculees pour chaque composition vaccinale est de 8. 



25 



Le resultat est consider^ satisfaisant si : 

• on a au moins 75 % des souris a J21 qui ont un titre £ 0,5, 

• on a une difference significative entre les resultats obtenus a J 14 et ceux obtenus a 
J21. 



30 On consid£re que la composition vaccinale obtenue est stable si les resultats obtenus 
apres vieillissement acc£ler6 sont satisfaisants. 

Les resultats obtenus pour les compositions testees sont recapitules dans le tableau ci- 
apres : 



35 
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PCZ 


Test immuno. 


Cl 


11,3 


Non satisfaisant 


C2 


7,4 


Non satisfaisant 


C3 


6,2 


Satisfaisant 


C4 


5,4 


Satisfaisant 



On voit ainsi que lorsque le point de charge zero des complexes d'aluminium est un pH 
acide, la composition vaccinale obtenue est stable. 

5 Exemple 6 

On v£rifie pour chacune des compositions de 1'exemple 4, le pourcentage de PRP-T 
fixe aux complexes d'aluminium. 

10 Pour cela, on centrifuge chacune des compositions ; on recueille le sumageant dans 
lequel on dose par ELISA ou par RIA la quantite de PRP-T non fixe. 

La difference entre la concentration de PRP-T dans la composition de depart et la 
quantite dosee dans le sumageant permet de determiner le pourcentage de PRP-T fixe. 

15 

Les resultats obtenus sont relates ci-aprfcs : 

Cl : 100 % 
C2: 100% 
20 C3:100% 
C4: 70% 

Exemple 7 

25 On modifie la composition 1 en lui ajoutant des ions phosphates afin d'obtenir une 
concentration de 50 mMole/1. Le test d'immunogenicite realise chez la souris apres 
vieillissement accelere de la solution conduit alors a un resultat satisfaisant. 

La determination du pourcentage de fixation de PRP-T aux complexes d'aluminium 
30 montre que, dans ces conditions, seul 20 % du PRP-T est fixe. 
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Exemple 8 

On modifie la composition 1 en lui ajoutant cette fois des ions citrates afin d'obtenir 
une concentration de 200 mMole/1. 

5 

Le test d'immunog6nicit6 r£alis£ chez la souris apres vieillissement acc£ler£ de la 
solution conduit alors k un resultat satisfaisant. 

La determination du pourcentage de fixation de PRP-T aux complexes d'aluminium 
1 0 montre que, dans ces conditions, le PRP-T n'est plus du tout fixe. 

Exemple 9 

On modifie la composition 2 en lui ajoutant des ions phosphates afin d'obtenir une 
1 5 concentration de 20 mMole/1. 

Le test d'immunogenicite realise chez la souris apres vieillissement accelenJ de la 
solution conduit alors & un resultat satisfaisant. La determination du pourcentage de 
fixation de PRP-T aux complexes d'aluminium montre que, dans ces conditions, le 
20 PRP-T n'est plus du tout fixe. 

Exemple 10 

On modifie la composition 3 en lui ajoutant des ions phosphates en differentes 
25 quantity et on determine le pourcentage de fixation du PRP-T aux complexes 
d ! aluminium. 

Si la quantite d'ions phosphates ajoutee est telle que la concentration en phosphates 
dans la composition est de 2 mMole/1, le pourcentage de PRP-T fixe est reduit a 10 %. 

30 

Si la quantite d'ions phosphates ajoutee est telle que la concentration en phosphates 
dans la composition est de 4 mMole/1, le PRP-T n'est plus du tout fixe. 

Les tests d'immunogenicite realises chez la souris apr£s vieillissement accelere de la 
35 solution sont satisfaisants. 
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Exemple 1 1 

On modifie la composition 4 en lui ajoutant des ions phosphates pour atteindre une 
concentration de 60 mMole/I. 

5 

La determination du pourcentage de PRP-T f\x€ aux complexes d'aluminium montre 
que, dans ces conditions, seul 30 % du PRP-T est fix£. Le test d'immunogenicite 
realise chez la souris aprfes vieillissement accelere de la solution conduit k un r^sultat 
satisfaisant. 

10 

Exemple 12 





On prepare une composition vaccinale a partir des elements suivants : 


15 


•Hydroxyde d f Aluminium (exprime en Al) 


0,25 mg 




•PRP-T (exprime en poids de PRP) 


10 ng 




• ADP 


1 dose vaccinante 




• ATP 


1 dose vaccinante 




• Phosphates 


15 nMoles 


20 


• Antigenes Polio type I 


40 U 




type II 


8U 




type III 


32 U 




• Anatoxine Pertussis 


25 ^g 




• F-HA Pertussis 


25 w> 


25 


• tampon tris 50 mmolaire 


0,125 mi 




comprenant du saccharose a 42,5 % 






• eaup.p.i. qsp 


0,5 ml 



Les tests d'immunogenicite relatifs au PRP-T realises chez la souris avec une solution 
30 ainsi preparee, ainsi qu'avec une solution stockee 1 mois & 37°C, une solution stockee 
2 mois & 25°C, et une solution stockee 6 mois a 4°C, ont tous conduit a des resultats 
satisfaisants, ce qui montre la stability du PRP-T dans un tel environnement. 
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Exemple 13 

On prepare une composition vaccinale a partir des elements suivants : 



WO 96/37222 



-14- 



PCT/FR96/00791 



• Hydroxyde d 1 Aluminium (exprim6 en Al) 
•PRP-T (exprim£ en poids de PRP) 
•ADP 

• ATP 



0,3 mg 
10« 



1 dose vaccinante 
1 dose vaccinante 



5 • Anatoxine Pertussis 

• F-HA 

• Protdine Hbs (telle que pr6sente 

dans le vaccin GenHevac B PASTEUR®) 

• Antigfcnes Polio type I 



25 ^ 
25 ^ 
20 Mg 




40 U 
8U 



type III 



32 U 



•phosphates 

• carbonates 

• tampon tris 50 mMolaire 



20 jaMoles 
5 jiMoles 
0,125 ml 



1 5 comprenant du saccharose a 42,5 % 



• eau p.p.i. 



qsp 



0,5 ml 



On verifie la stabilite de la solution ainsi pr6par£e en la soumettant 2 semaines a 
37°C et en effectuant ensuite un test d'immunogenicite du PRP-T chez la souris ainsi 
20 que cela a 6t& decrit & 1'exemple 5. 

Les resultats obtenus sont satisfaisants. 

On realise un test d'immunogenicite de la proteine Hbs ; ce test est realise chez la 
25 souris et consiste a doser ies anticorps anti-Hbs par ELISA, puis a determiner la Dose 
Effective 50 % qui doit, pour que le test soit considere satisfaisant, etre inftrieure a 
0,970 Mg de proteine Hbs. 

Les resultats obtenus avec la solution preparee comme indique ci-dessus et 
30 maintenue 2 semaines k 37°C avant d'etre testee, ont ete satisfaisants. 

Exemple 14 

On prepare une composition vaccinale & partir des elements suivants : 
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• Hydroxyde d f Aluminium (exprime en Al) 

• PRP-T (exprimd en poids de PRP) 

• ADP 



0,3 mg 
10 Mg 

1 dose vaccinante 
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«ATP 1 dose vaccinante 

• Anatoxine Pertussis 1 0 |ag 

• F-HA 5|ig 

• Fimbriae 5 |xg 
5 •Pertactine 3 \xg 

• Proteine Hbs (telle que prisente dans 20 
le vaccin GenHevac B PASTEUR ®) 

• AntigSnes Polio type I 40 U 

type II 8 U 

10 type III 32 U 

• phosphates 20 ^oles 

• carbonates 1 0 (iMoles 

• MgCl2 5 (iMoles 

• tampon tris 50 mMoIaire 0,1 25 ml 
1 5 comprenant du saccharose a 42,5 % 

• eau p.p.i. qsp 0,5 ml 



Les tests d'immunogenicite relatifs au PRP-T realises ainsi que cela a ete decrit a 
l'exemple 5, et ceux relatifs & la proline Hbs realises ainsi que cela a &ti dScrit a 
20 l'exemple 13, ont tous conduit a des resultats satisfaisants, montrant la stabilite de la 
composition vaccinale selon 1'invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition vaccinale comprenant au moins un antig&ie constitud par le 
polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae type b ou Polyribosylribitol 

5 Phosphate a haut poids moteculaire coupld k l'anatoxine tetanique ainsi qu'un 
adjuvant k base d'aluminium, caract&isee en ce que l'adjuvant k base d'aluminium 
pr£sente un point de charge zero infSrieur k environ 7,2. 

2. Composition vaccinale selon la revendication 1, caracterisee en ce que l'adjuvant k 
10 base d'aluminium comprend des hydroxydes d'aluminium auxquels ont 6te ajoutes 

des anions. 

3. Composition vaccinale selon la revendication 2, caracterisee en ce que les anions 
sont choisis parmi les phosphates et les citrates. 

15 

4. Composition vaccinale selon une des revendications precSdentes, caracterisee en ce 
que l'adjuvant a base d'aluminium comprend des phosphates d'aluminium. 

5. Composition vaccinales selon une des revendications prec&ientes, caracterisee en 
20 ce que l'adjuvant a base d'aluminium comprend des sulfates de potassium et 

d'aluminium. 

6. Composition vaccinale selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre une ou plusieurs des valences vaccinales choisies parmi : 

25 la diphterie, le tetanos, la coqueluche, 1'hepatiteB, la poliomyelite. 

7. Procede de fabrication d'une composition vaccinale comprenant au moins un 
antigene constitue par le polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae type 
b ou polyribosylribitol phosphate coupte a l'anatoxine tetanique, caract&ise en ce 

30 qu'il consiste a adjuver la composition vaccinale au moyen d'une suspension de 
complexes d'aluminium ayant un point de charge zero inferieur a environ 7,2. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il consiste k ajouter aux 
complexes d'aluminium des anions choisis parmi les phosphates et les citrates. 
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